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Description 

La pr^sente invention concerne un proc6d6 de synthase d'acides nucldiques sur support solide. La prdsente in- 
vention concerne ^galement un support solide utile, notamment en biotechnologie et particuli^rement dans le procddd 
5 de synthase d'acides nucl^iques selon {'invention. 

La pr^sente invention concerne enfin un proc^d^ de preparation dudit support soiide. 

La synthase d'acides nucl^lques sur support solide est particulidrement utilis^e dans les synthases automatis^es 
d'oligonucl6otides d'ADN ou ARN. 

Dans la pr^sente demande, on entend par "acides nucl^iques" des acides ddsoxyribonucldiques ou des acides 
10 ribonucl6iques, ou, plus gSnSralement, des polynucl^tides ou oligonucleotides ou les bases, liens phosphates inter- 
nucl6otidiques, ou encore les cycles riboses des bases, peuvent etre modifies chimiquement de fagon connue. II peut 
-'agir notamment d'oligonucl§otides d'anom6ries a ou p, d'oligonucleotides de lien internucl6otidique du type phos- 
phorothioate ou m^thylphosphonate. ou encore d'oligothlonucieotides. 

La premiere 6tape d'un proc6d§ de synthase d'acides nucl6iques sur support solide, consiste k attacher le premier 
15 nucleoside de la sequence desir^e sur un support solide, constitue tradltionnellement des btlles de verre k porosite 
contrdiee (CPG) ou, plus generalement, d'un polymdre mineral ou organique fonctionnalise. 

Les techniques actuellement mises en oeuvre impliquent I'utilisation de huit r6actifs diff6rents comme supports 
sotides, constitues par un polymere mineral ou organique fonctionnalise, lie k un nucleoside A, T, C, G> ou U, selon 
que la sequence k preparer comporte comme premier deoxyribo- ou ribo nucleotide A, T, C, G, ou U. Les constructeurs 
20 tournissent d'ailleurs des reacteurs ou I'un de ces nucleosides a ete prealablement attache au support. Selon que la 
sequence commence par A, T, C, G, ou U, on choisit done le reacteur approprie. L'eiongation de ce premier nucleoside 
se fait ensuite dans le sens 3'-> 5', ou 5'->3', grSce k des reactifs de couplage. Un cycle de synthase, c'est^^-dlre le 
couplage entre deux nucleotides, comporte au moins trois etapes : (1 ) deprotection de la fonction OH en 5' ou 3' d'un 
premier nucleotide, en particulier detritylation, (2) activation de ladite fonction OH, 5' ou 3' de ce premier nucleotide et 
25 condensation avec I'extremite 3' ou 5' respectivement d'un deuxieme nucleotide, et enfin (3) oxydation du groupe 
phosphite du lien internucieotidique obtenu en phosphate. 

La synthese de Toligonucieotide se fait de preference dans le sens 3'->5'. Dans ce cas, le materiel de depart est 
un nucleoside protege en 5'OH et attache au support par I'extremite 3' du cycle desoxyribose ou ribose. Les nucleotides 
qui sont ulterieurement ajoutes sont sous forme d'un derive protege en 5' et dont I'hydroxyle en 3' possede un grou- 
30 pement phosphite ou phosphate substitue. 

Selon le type de substitution sur le phosphate, on distingue diff6rentes methodes : la methods des phosphorami- 
dites, decrite notamment dans EP 61 746 et US 4,458,066, est aujourd'hul I'une des methodes de choix, car elle permet 
d'atteindre des rendements de couplage eiev6s (superieurs k 98%). L'hydroxyle en 3' possede done un groupement 
phosphoramidite (voir figure 1). Outre I'importance de ces groupements pour la solubilite des nucleosides dans le 
35 solvant organique, le groupement phosphoramidite rend I'atome de phosphore plus susceptible k Tattaque par une 
fonction hydroxyle primaire, comme celui en 5' des nucleosides ou chaTnes en croissance detrityie(e)s. La fonction 
hydroxyle en 5' deprotegee devient suffisamment nucieophile pour reagir avec le groupement phosphoramidite du 
deuxieme nucleotide. 

Les syntheses d'ADN etd'ARN en phase solide presentent de grandes homologies. Les nrK)nomeres et les supports 

40 sont differents mais I'lnstrumentation et les reactifs sont identiques. 

Les oligonucleotides obtenus en fin de cycles de synthese dotvent etre detaches du support et les fonctions pro- 
tectrlces doivent §tre eiimlnees. Le clivage du support, la deprotection des bases et I'eiimination du groupement lie au 
phosphore sont effectues simultanement dans une solution ammoniaque. Dans le cas d'ARN, rethanol permet de 
solubiliser les 2'O-silyl-oligoribonucieotides et de minimiser la desilylation, I'ARN natif n'etant pas stable en conditions 

45 basiques. La solution ammoniaque/ethanol contenant roligoribonucieotide passe en phase liquide est ensuite separee 
du support de verre et 6vaporee. La suppression des groupements silyl se fait en presence de fluorure de tetrabuty- 
lammonium (TBAF) k temperature ambiante pendant seize heures. Le TBAF est ensuite neutralise par du TEAA (ace- 
tate de triethyl ammonium). 

II exists egatement d'autres methodes, en particulier la methode dite aux phosphotrlesters methode aux phospho- 
50 diesters, methods des H-phosphonates et, enfin, methode des phosphites. 

Un support solide utilisable pour la synthese automatisee des oligonucleotides, doit repondre aux caracteristiques 
suivantes : 

1 ) le support solide dolt reagir seiectivement avec I'extremite 3' fonctionnalisee du nucleotide notamment du type 
55 phosphoramidite. H-phosphonate, phosphotriester, phosphodiester, phosphite, ou avec tout autre reactif mono- 
mere selon la methode de synthese utilisee; 

2) ia liaison support-oligonucieotide doit etre stable dans les conditions de la synthese, et 

3) la liaison support-oligonucieotide doit pouvoir etre hydrolysee en fin de synthese dans les conditions de i'etape 
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de d6protection de roligonucl6otide, et 

4) le lien covalent entre support et oligonucleotide doit etre tel que, lors du d6crochage, I'oligonucleotide Iiber6 
soit de type natif. c'est-^-dire que la fonction hydroxyle 3' terminale est libre ou ne porte pas de r^sidu issu de la 
synthase. 

5 

De nonnbreux supports ont d6j^ 6X6 d^crits dans la litt^rature pour la synthase en phase solide d'oligonucl^otides. 

Ces supports peuvent dtre constitu^s de poiym^res organiques tels que le polystyrene (Nucleic A. Res. 1980, 
volume 8), la polyacrylamide acryloylmorpholide, le polydim§thytacrylamide polym^risd sur kieselguhr (Nucleic Ac. 
Res. 9(7) 1691 (1980)). 

10 D'autres supports d^crits sont de nature inorganique, en particulier le support k base de silice fonctionnalis^ par 
un radical hydrocarbon^ portant un groupe NHg et/ou COOH (J.AM. Chem., 105, 661 (1983)), ou le support k base 
de silice fonctionnalis6 par un groupement 3-aminopropylm6thoxysilane dont Tutilisation en synthase phosphite et 
phosphoramidite pour la preparation d'o!igonucl6otides a 6X6 d^crite pour la premiere fois dans le brevet europden n"" 
0035719. 

75 Cependant, ces supports ont des d^fauts significatifs : ils ne sont pas universels et ne peuvent etre utilises en 
synthase d'o!igonucl6otlde qu'aprds une preparation prSalable de leurs derives de nucleosides correspondants, par 
exemple. CPG-A, CPG-G, CPG-T, CPG-C ou CPG<iA, CPG-dC, CPG-dU, CPG-dC; la preparation de ces derives 
impliquant egalement une preparation prealable du 3'-p-nitrophenyl-succinate-nucl6oside qui demande plus de temps 
et des depenses importantes de reactif. 

20 Afin de remplir les quatre conditions decrites ci-dessus, et notamment la demiere, les supports actuellement utilises 
sont lies au premier ribonucieoside ou desoxyribonucieoside de la sequence k synthetiser, comme rappeie precedem- 
ment. En particulier, il n'y a pas de groupe phosphate entre I'extremite 3' (ou 5') du premier nucleotide ou nucleoside 
et le polymere fonctionnalise. Pour d6marrer la synthdse, I'operateur doit done choisir parmi des supports repondant 
en general k une tormule comme suit : 

25 


30 



35 

dans laquelle : 

- A est un atome d'hydrogene (desoxyribonucieoside) ou un groupement hydroxyle eventuellement protege (ribo- 
40 nucleoside), 

- B est est une base purique ou pyrimidique dont la fonction amine exocyclique est eventuellement protegee. Ces 
agents protecteurs, en general benzoyle ou isobutyryl, aident en outre k leur solubilisation dans les solvants or- 
ganiques utilises au cours de la synthase, 

- C est le groupement protecteur transitoire usuel de ia fonction 5' terminale, en general du type trityle telle que 
45 dimethoxytrityle, 

- P est le support solide constitue par un polymere mineral ou organique relie directement k I'extremite 3*, eventuel- 
lement substitue par un radical hydrocarbone divalent relie par un lien ester en 3' du nucleoside. 

Un but de la presente invention est de fournir un precede de synth6se d'oligonucieotides en phase solide, plus 
50 particulierement un precede en synthese automatique. dans lequel on utilise un support dit "universel". On entend ici 
par "support universel" un support solide que Ton peut utiliser quel que soit le premier nucleotide de TARN ou TADN 
k synthetiser, quel que soit le type de reactif monomdre utilise pendant la synthese, c'est-^-dire quel que soit le type 
de substitution sur le groupement phosphate en 3', ou en 5* selon que Ton fait la synthese dans le sens 5'->3' ou 3'-> 5'. 

Un autre but de la presente invention est de pouvoir utiliser ce "support universel" dans un procede Impliquant les 
55 memes conditions reactionnelles que les syntheses automatisees en phase solide. 

En particulier, un but de la presente invention est que le reactif monomere servant k accrocher le premier nucleotide 
sur le support solide soit un reactif monomere identique au reactif monomere sen^ant k accrocher les autres nucleotides 
de la sequence pendant la synthese, notamment en ce qui concerne la protection en 5' et en 3'. 
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Un autre but est ^galement que le support solide soit conforme aux quatre caractdristiques mentionn^es ci-dessus. 

En particulier, una difficult6 dans le but que vise k atteindre la pr6sente invention, tient en ce que le premier 
nucleotide que Ton introduit comporte un groupe phosphate en 3' ou 5' qui doit pouvoir, apr6s clivage entre le support 
et i'oligonucl^otide dans les conditions usuelles de d^protection en nDilieu basique, en fin de synthase, libSrer une 
s extr6mit6 3' ou 5* OH, suivant le cas. 

Rdaliser un tel support universel ^tait, jusqu'^ aujourd'hui, consider^ connme inconcevable, k cause de rincom- 
patibilitd apparente entre la necessity de synth6tiser un oligonucleotide 3' OH. par exemple. et rutilisation directe d6s 
la premiere base d'un rdactif identique aux r^actifs monomeres usuels porteurs d'un groupement phosphate en position 
3' ternninale. 

10 Selon la prdsente Invention, on a rdussi k fonctionnaliser le polymere du support solide avec un radical hydrocar- 
bone comportant un groupe r^actlf tel que : 

1) le groupe pulsse §tre couple k une extremite 3' ou 5' protegee des reactlfs monomeres. dans tes m§mes con- 
ditions que sont coupl6es I'extremite 3' ou 5' du nucleotide terminal de la chaine dejS synthetlsee avec I'extremite 

^5 respectivement 5' ou 3' du reactif monomdre suivant k accrocher, et 

2) le clivage final du lien covalent entre le support solide et I'oligonucieotlde, via ce groupe, se fasse dans les 
conditions de la deprotection finale de Toligonucieotide, et 

3) la fonction hydroxyle k I'extremite 3' ou 5' terminale puisse etre libre ou, plus generalement, que le groupe 
phosphate terminal du premier nucleotide reste sur le support. 

20 

On obtient I'^universalite" des supports en phase solide selon la presente invention, gr§ce k une fonctionnalisation 
du polymere mineral ou organlque avec un radical hydrocarbone comportant des groupes du type glycol dans lesquels 
un groupe OH et un groupe nucl6ophile se trouvent en position vicinale, c'est-^-dire sur deux carbones adjacents, k 
I'extremite du radical hydrocarbone, ces deux carbones pouvant etre eventuellement substitu6s par des groupes iner- 
25 tes. 

On entend ici par 'groupe inerte" un groupe qui ne reagit pas dans les conditions rencontrees lors des differentes 
etapes de la synthese sur support solide d'acides nucieiques selon I'invention. 

La presente invention a done pour objet un procece de preparation d'acides nucieiques par synthese sur support 
solide, caracterise en ce qu'on utilise comme support solide un polymdre mineral ou organlque relie par un radical 
30 hydrocarbone divalent k un groupe epoxyde ou un groupe du type glycol, ce dernier consistant en deux carbones 
satur6s adjacents sur lesquels se trouvent substitues respectivement un groupe OH et un groupe nucieophile. 

De fagon avantageuse, I'accrochage du premier nucleotide sur le support solide se fait dans les memes conditions 
et avec le meme reactif monomdre que pour la condensation du deuxieme nucleotide avec le premier nucleotide lie 
au support, qui peuvent etre les conditions et reactifs monomdres conventionnels utilises lors de la synthase d'acides 
35 nucieiques sur support solide. iedit premier nucleotide correspondant au premier nucleotide de la sequence dudit acide 
nucieique. 

Dans un mode de realisation particulier. le procede de {'invention comprend les etapes suivantes de : 

1 ) condensation du groupe OH en 5' ou 3' du premier nucleotide ou d*un oligonucleotide relie k son autre extremite 
40 3' ou 5' au dit support solide, k I'aide d'un agent de couplage, avec le groupement phosphate eventuellement 

substitue respectivement en position 3* ou 5' d'un reactif monomere nucieotidique protege en 3* et 5' ; 

2) oxydation ou sulfuration du lien intemucieotidique du type phosphite obtenu k retape 1) en un lien phosphate 
respectivement. 

3) deprotection de I'extremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k retape 2); 

45 4) repetition des etapes 1)^3) autant de fois que de nucleotides k ajouter pour synthetiser I'acide nucieique. 

Plus precisement, le procede peut comprendre les etapes suivantes de: 

1) condensation k I'aide d'un agent de couplage dudit groupe OH dudit groupe de type glycol du support solide 
so avec un groupe phosphate ou phosphite eventuellement substitue en position 3' ou 5' d'un reactif monomere 

nucieotidique protege en 5'-0 et 3'-0; 

2) oxydation ou sulfuration du lien covalent du type phosphite entre le support solide et le premier nucleotide 
obtenu ^ retape 1); 

3) deprotection de I'extremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k retape 2) ; 

ss 4) condensation du groupe 5'OH ou 3'OH du produit obtenu k I'etape 3) avec le groupe phosphate, phosphoro- 

thioate ou phosphite eventuellement substitue en position 3' ou 5' d'un reactif monomere nucieotidique protege 
en 5'-0 ou 3'-0 respectivement, k I'aide dudit agent de couplage. dans les mdmes conditions que I'etape 1); 
5) oxydation ou sulfuration du lien intemucieotidique du type phosphite resultant de retape precedente en un lien 
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du type phosphate ou phosphorcthiate respectivement ; 

6) d6protection de rextr6mit6 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k I'^tape 5) ; 

7] r^p^tition des Stapes (4), (5). et (6) autant de fois que de nucleotides k ajouter pour obtenir Tacide nucl^ique k 
preparer. 

5 

Les etapes ci-dessus conduisent k un oligonucleotide relie au support solide. De fagon appropriee, le proc^de 
salon {'invention comporte une etape finale de decrochage de I'acide nucieique du support et elimination des groupes 
protecteurs des bases et. le cas echeant, des positions 2'-0 de I'acide nucieique. 

Dans les techniques anterieures ou le support solide est dej^ relie k un premier nucleoside correspondant au 
10 premier nucleotide de la sequence k preparer, avant le commencement des cycles de synthese, ledtt support comporte 
en general une protection en 5' ou 3' dudit nucleoside. Dans ce cas, le cycle de synthase commence par une etape 
de deprotectlon en milieu acide, en general une detritylation avec du TFA, DCA ou TCA dans du dichloromethane. 

Selon la presente invention, le procede peut egalement commencer par une etape de deprotectlon et Ton peut 
alors utiliser comme support solide initial un support selon invention comportant un groupe epoxyde. 
IS Le precede selon Tinvention comprend alors une etape prealable d'ouverture dudit groupe epoxyde dudit support 
solide, en milieu anhydre et acide, dans les conditions usuelles de deprotectlon des groupes OH en 5* ou 3' pour donner 
ledit groupe du type glycol du support solide. 

La presente invention a egalement pour objet des composes de formules suivantes et leur utilisation k titre de 
support solide dans un procede de synthase d'acides nucieiques selon I'inventton : 

20 


25 


30 


35 ou 


40 



^5 dans lesquels : 

- I'un de Ri , R'^ , R\ , R2 et R'2 represente un polymere mineral ou organique - P ou un radical hydrocarbone substitue 
par un polymere mineral ou organique, et les autres representent H, ou un groupe inerte tel qu'un groupe alkyi 
eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs halogene(s), 
so - Nu est un groupe nucieophile tel que NHg, -O-Alk, -NHAlk, -N(Alk)2, -NHAc, -OAc, -S-Ac, -S-Alk, Halogene ; les 
groupes Alk et Ac etant des groupes alkyle et acyle respectivement en k C7, de preference k C4 eventuel- 
lement substitues, notamment par un ou plusieurs halogene(s). 

On cite plus particulierement les composes pour lesquels Nu est -N(Alk)2, -NHAc, -0-Ac, -SAc et un halogene. 
S5 Dans un mode de realisation appropriee, ledit support solide reprend Tune des formules: 
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Nu 


H 


OH 
/ 
■CH 


(la) 


ou 


CH- 


V 


r 

•CH 


(Ila) 


dans lesquelles R^, Rg. Nu ont les significations donndes pr^cddemment. 
Plus simplement encore, ledit compost r6pond k I'une des formules : 


Nu 


Ri 


CH CH2 (OH) 


(lb). 


Ri — CH CHz d'b). 


OU 


Ri C 0— CH2 CHz (OH) ( lib) 

II 
O 

Selon une variante de realisation, (R^ et R2) ou (R'^ et R'2) torment ensemble un cycle, notamment un h6t6rocycle, 
sur lequel se trouve substitud le polymdre. 

En particuiier, 11 est possible que (R^ et R2) ou (R'^ et R2) torment ensemble un ribose et Nu repr^sente la fonction 
2'-0 prot6g6e par un groupe protecteur tel que Nu repr^sente par exemple 

CH3- C=0. 


De tagon approprl^e, dans le proc6d6 de synthase d'acides nucl^iques selon Tinvention, ledit support solide est 
constitu6 par un compos6 (I), (la), (lb), (II), (Ila), (Mb) ou (I') et (I'b) selon I'invention. 

Selon les variantes tes plus couramment utilis6es, ledit rdactit monomdre nucl^otidique r§pond ^ la tormule : 
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CO 



dii) 


dans taquelle : 

- A represente H ou un groupement hydroxyle 6ventuellement prot6g§, 

- B est une base purique ou pyrimidique dont la fonctlon amine exocyclique est 6ventuellennent prot^g^e, 

- C est un groupe protecteur conventionnel de la fonction 5'-0H, 

- x=0 ou 1 avec 

a) lorsque x = 1 : 

• R3 represents H at R4 represente un atome d'oxyg^ne charg6 n6gatlvement, ou 

• R3 est un atome d'oxyg^ne et R4 represente sort un atome d'oxyg6ne, sort un atome d'oxyg^ne porteur 
d'un groupe protecteur, et 

b) lorsque x = 0, R3 est un atome d'oxygfene porteur d'un groupe protecteur et R4 est sort un halogene. sort 
un groupe amine disubstitud. 

Lorsque x est 6gal & 1 , et R3 est un atome d'oxyg6ne, si R4 est un atome d'oxyg^ne, il s'agrt alors de la methode 
drte aux phosphodiesters; si R4 est un atome d'oxygfene porteur d'un groupement protecteur, il s'agrt alors de la 
m6thode dite aux phosphotriesters. 

- Lorsque x est egal 1 , et R3 est un atome d'hydrog^ne, R4 est un atome d'oxygene charge negativement; il s'agrt 
alors de la methode dite aux H-phosphosphonates, et 

Lorsque x est egal k 0, et R3 est un atome d'oxygene porteur d'un groupement protecteur, si R4 est un halogene, 
11 s'agrt de la methode dite des phosphrtes; si R4 est un groupe partant du type amine disubstltue, il s'agrt alors de 
la methode dite des phosphoramidites. 

Les reactifs-supports de formule I, r et II selon la presente invention reagissent avec les reactrts monomdres III 
usuels, dans les conditions usuelles de condensation en milieu acide dans les methodes de synthese d'acides nuciei- 
ques sur support solide, selon le schema suivant : 


Co 



8 
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Dans les tormules III et IV, P, A, B, C, D, R3, R4 et x ont des significations donn6es pr6c6demment. 

En outre, dans les conditions de I'etape decrochage et d^protection finale, qui a lieu apres la derniere 6tape 
d'oxydation, roligonucl6otide synth6tis6 est s6par6 du support, de telle sorte que le groupe phosphate en (3' ou 5') 
reste reli6 au support. Dans le cas d'une synthase dans le sens 3''>5', le schema r^actionnel ci-dessous illustre cette 
derniere dtape, lorsqu'on utilise le support solide de la formule I ou 1': 



Dans les composes (V) et (VI), D repr^sente un oligonucleotide, les autres param^tres ont les valeurs donn6es 
precedennment. 

Cette reaction a lieu en milieu faiblement basique et conduit a une cyctisation en C-5 par ^-elimination. 

Les composes de formule (11) correspondent en fait ^ des composes de formule (!) dans lesquels le groupe Nu 
comporte le polym^re dans la mesure ou le groupe R^CO-O est un groupe nucl^ophile. Lorsqu'on utilise le support 
solide de formule II, on a done le schema suivant : 
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25 Dans ce schema, le polym^re peut se trouver dans R2, c'est-^-dire substitu§ sur le cycle phosphate ou dans R^. 

A tltre de polym^re, on cite les materiaux constitues de microbilles ou microfibres de verre, notamment poreux, 
de silice, d'oxydes m^talliques, ou de polym^res organlques, notamment de la cellulose, ou du polystyrene 6ventuel- 
lement substltu6. 

De preference, le polymere est un polym^re mineral constitue k base de verre ou de silice, notamment un gel de 

30 silice. 

Les composes de formules (I), (1') et (II) peuvent §tre pr6par6s par des proc6d6s connus de I'homme de I'art et k 
I'aide de reactifs disponibles. 

Les composes de formule (I), (!') ou (II) peuvent, par exemple, etre prepares k partir d'un polymere fonctionnalis6 
par un groupe COOH ou NH2 que Ton fait r6aglr de fagon connue sur la fonction X = NH2 ou COOH terminal respec- 
ts tivement d'un compose 


40 



45 OU 

Les groupes Nu et OH sont 6ventuellement proteges par des groupes prorecteurs ; 
R est un reste divalent d'un radical hydrocarbone tel que = ©- R -. 

50 On etablit ainsi un lien amide. Bien entendu, dans le schema ci-dessus, X - R peut tout aussi bien etre substitue 
&RV 

Les composes de formules (!') et (II) peuvent aussi etre prepares selon ce meme type de reaction k partir de®- 
NHg et d'un compose ou X - R est substitue k R^, R'^ ou H\ dans lesdites formules. 
Les composes de formules (!') peuvent aussi etre prepares k partir(E>- R^ - NHg et de 
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R'2 
R'2 


HOCO 


Lorsque le support solide est reprdsentd par la formule (1), il peut aussi dtre pr^pard par une reaction d'ouverture 
du cycle ^poxyde de formule 


en milieu anhydre, acide ou basique selon un mdcanisme de substitution respectivement SN^ ou SN2, en presence 
de HNu dans le milieu ou Nu repr^sente ledit groupe nucl^ophile. 

Lorsque le support solide est repr6sent6 par la formule (II) avec P compris dans R^, il peut etre pr6par6 k partir 
d'un polymdre fonctionnalisd par une fonction carboxyle (ce type de potymdre est disponible dans le commerce) selon 
le schema suivant : 


dans des conditions illustr^es k I'exemple 6. 

Lorsque le polymere mineral est constitud de silice, on peut faire r^agir les groupes Si - OH de celui- ci avec des 
composes 


R' est tel que® - Si - R' - repr6sente R^ dans des conditions connues de I'homme de Tart par exemple k 50°C tel 
qu'illustr^ k I'exempte 1, oij le compost (i) est obtenu k travers le traltement de la surface de la phase solide par le 
glycidiloxypropyl-tim^thoxysilane k 1 0% dans une solution d'ac6tonitrile ou par un autre r^actif contenant un 6poxyde, 
suivi par une ouverture du cycle 6poxyde dans des conditions control^es. 

Les avantages d'un support solide selon I'invention et son utilisation dans le proc^dd de synthase d'acides nucldi- 
ques, notamment automatique, sont multiples : 

- sa fabrication est extrdmement simple comparde k celle de supports usuels; 

sa capacity en moles par gramme est identique k celle des supports classiques; 

- son principe est applicable k tous les types de mat^riaux utilises comme support solide (CPG, phases polym6ri- 
ques, membranes...); 

- les paramdtres de la synthase d'oligonucl^otides ne sont pas modifies, le support est compatible avec tous les 
synth^tiseurs; 

- I'dtape de ddprotectlon dans un procddd de synthase d'ADN ou d'ARN est effectude dans les mdmes conditions 
que pour un support classique; 

il n'y a aucune 6tape suppl6mentaire pour I'utilisateur du support universel dans un proc§d§ de synthase d'ADN 
ou tf ARN; 

• surtout, le support peut §tre exploits pour la f abricatfon des oligonucleotides modifies k rextr6mlt6 3' terminale en 
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10 


IS 


30 


utillsant directement, au premier cycle, les monom§res correspondant k la nature de la modification souhait6e; 
le fait d'avoir un seul support k fabriquer entraine une simplification et une diminution sensible du cout de la 
synthese des oligonucleotides; 

le support universel simplifie considdrablement la gestion des diffdrents r^acteurs actuellement ndcessaires pour 
la synthase des oligonucleotides; 

enfin, le support universel permet de concevoir un syst^me de synthese multireacteurs consid6rabiement simplifi6 
par rinddpendance de chaque rdacteur vis-^-vis de la sequence k synthdtiser. 

La formule g^n^rale suivante illustre des composes supports solides selon invention : 
O 

(P)-W(CH2)yc-CH-CH2-Y^(CHrCH-CH2-0)r(C^^^ (VH) 

j( X .0 ccx:h2-ch2-oh 

o 


dans laquelle© est un mat6riau constitu6 de microbilles ou microfibres de verre, de silice, d'oxydes m6talliques, de 
20 cellulose, ou de polymeres organiques tels que le polystyrene, et dans laquelle: 

k est un nombre entier pouvant varier de 1 & 20 
I est un nombre entier pouvant varier de 0 ^ 1 
m est un nombre entier pouvant varier de 0 ^ 1 
25 n est un nombre entier pouvant varier de 0 a 1 00 

X repr^sente -H,-N(AIk)2, -NHAcyl, -OAcyl, -SAcyl, -Hal, 
y repr^sente -H, -ou, -0-, -NHAlk, -S-, 


r 

0 


D'autres caract^ristiques et avantages de la pr^sente invention apparattront k la lumi^re des exemples qui vont 
35 suivre. 

Dans les exemples 1 & 6 qui suivent, on a utilise un synth6tiseur APPLIED BIOSYSTEM 394®, La m6thode utills6e 
est la m§thode aux phosphoramidites. 

L'6longation s'effectue dans le sens 3'->5' k partir du premier nucleoside fixe sur le support. Un cycle de synthase, 
correspondant k I'addition d'un nucleotide, comprend egalement trols etapes : deblocage, couplage et oxydation. Lors 

40 de Tetape de deblocage (ou detritylation), Thydroxyle 5' terminal de I'oligonucleotide en cours de synthase protege par 
le groupe Dmtr, est deprot6g6 sous Taction de I'acide trichloracetique (TCA). Le cation trityl ainsi libere presente, en 
conditions acides, une absorption a 498 nm, ce qui permet son dosage et i'estimation du rendement de la reaction. 
Au cours de I'etape de condensation, le groupement phosphoramidite du reactif monomere, delivre en large exces, 
est active par le tetrazole et reagit avec I'hydroxyle 5' terminal libre pour former une liaison Internucleotidlque de type 

4$ phosphite. 

Le phosphite (trivalent) instable est ensuite oxyde en phosphotriester (pentavalent) en presence d'eau et d'iode. 

Le rendement de couplage est de 97 k 99%, il est n6cessaire de rendre non reactifs les hydroxyles en 5' des 
oligonucleotides n'ayant pas rdagi. Cette operation 6vite d'allonger ces chaTnes tronquees au cours des cycles sulvants. 
Cette quatrieme etape de "capping" consiste en une acetylation des hydroxyles en 5' par I'anhydride acetique et la N- 
so methylimidazole. 

Plus pr6cis6ment, les reactifs mis en oeuvre dans les differentes etapes sont les suivants : 
1 ) Petritvlation et couplage : 
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Les formules A et B ci-aprds representent sch6matiquement respectivement le nucleoside attache au support et 
le reactif monomere phosphoroamidite avec 
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= Rg = -CH(Hg)2 

R3 = -(CH2)2-C-N 

Le schema 1 repr^sente la d^trytylation. 
Le schema 2 repr^sente la condensation. 


Nucleoside attache au support : Phosphoramidite : 



Schema 1 
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2) Capping : 


5 


TO 


IS 


20 
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Schema 3 
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3) Oxydation : 



Schema 4 


EXEMPLE 1 

On verse 1g de poudre de verre poreux (CPG 00350C(g); f; CFG INC. USA) dans 5 ml d'une solution de 3-glyci- 
diloxypropyltrim6thoxysilane 


[(Me-0)3 -Si - (CH2)3 - O - CH2 - CH2I 

k 10% dans l'ac6tonitrile, on laisse reposer 30 minutes k une temperature de 50'C, ensuite on sdpare par filtration le 
support et on le lave avec de rac^tonitrile (5 ml x 3) et on le s^che sous vide. 

On ddfinit le nombre de groupes oxy, apr^s I'ouverture du cycle epoxide grdce k la reaction du chlorure de dim6- 
thoxytrityl dans la pyridine suivi de la mesure spectrophotom^trique d'absorption du cation trityle dans le melange 
d'acide perchlorlque et d'6thanol k 495 nm. On obtient une capacity de 50-100 micromoles pour 1 g de support. 

EXEMPLE 2 

On remplit le r6acteur avec 1 mg de support, obtenu k I'exemple 1 , et on synthdtise roligonucl6otide d(ATGC) par 
la methode standard aux phosphoramidites rappel§e ci-dessus avec une premiere 6tape dans les conditions de la 
d6trytylation qui ouvre le cycle 6poxyde. Apr6s la synthase, on chauffe Toligo-CPG une heure k lOO^C dans 30 micro- 
litres de solution aqueuse concentr^e d'ammoniaque. A des fins d'analyse, on ddgage roligonucl6otide, dont le dernier 
nucleotide est prot6g§ en 5', ci-apr^s abr6g6 ON-trityle k I'aide de I'HPLC dans une colonne k phase invers6e. On 
obtient environ 90% d'oligonucl^otide ON-trityle. 

EXEMPLE 3 

On a r6alis6 la synthase de I'exemple 2 avec une synthase d(AGTC) par la m6thode des H-Phosphonates. 
En ce qui concerne lasynthdse d'oligod6oxynucl6otides par la m6thode des H-Phosphonates: 
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• on utilise les monom^res 66ik ddcrits (formule III); 

- le principe de la synthase est identique k celui de la m^thode des phosphoramidltes k quelques differences prks : 

• I'agent d'activation utilise est soit le chtorure d'adamantoyle, soit le chlorure de pivaloyi, 
s • une seule 6tape d'oxydatbn est effectu^e k la fin de la synthase; 

- la deprotection s'effectue dans les mdmes conditions que pour les phosphoramidltes. 
EXEMPLE 4 

10 

On a r6alis6 la synthase avec le mdme support qu'^ rexemple 2 avec une synthase de AGTC en s6rie ARN. 

En ce qui concerne la synthase des oligoribonucl^otides (ARN) les monom^res sont de type 5'- O - Oim§thoxytrityl- 
3*-0-Pcyano6thoxydiisopropylaminophosphine-2'-0-Tertiobutyldim6thylsilyl-nucl6osides (fonnule III avec A = Tertio- 
butyldim6thylsilyl). 

15 La m^thode de synthase est celle dite des phosphoramidltes. Comme d^crit pr^c^demment. la deprotection n^- 
cessite une dtape supplementaire. 

EXEMPLE 5 

20 On lave le support obtenu k Texemple 1 dans le r6acteur avec une solution HCI k 1% de dichlorom6thane. On 

obtient un support du type glycol avec Nu = C1 et on fait la synthase, toujours dans les conditions standards de la 
methods aux phosphoroamidites. Le traitement et le ddcrochage de I'oligonucieotide se font comme k I'exemple 2. On 
obtient environ 90% d'oligonucieotide ON-trityle. 

25 EXEMPLE 6 

On traite une membrane sous forme de dlsque en fibre de verre (0 4,7 cm, 1 g, f. WATMAN)® comme dans 
I'exemple 1 . 

On obtient un support d'une capacity de 20 ^moles de groupes oxy pour 1g de support. 

30 

EXEMPLE 7 

Du dlsque obtenu k I'exemple 4, on decoupe un disque (0 4 mm, 1 mg) et on realise la synthdse; le traitement et 
le derochage des oligonucleotides d(AGTC) se font comme k I'exemple 3. 
35 On n'obtient pas moins de 90% d'oligonucl6otide ON-trityle. 

EXEMPLE 8 

On traite 1 g du support, contenant un carboxym6thyle CPG CML® 00350C (CPG INC) avec 5 ml de la solution 
40 d'oxyde d'ethyiene k 1 0% de dichloromethane k une temperature de 50*C pendant une heure. On isole le support par 
filtration, on le lave avec du dichloromethane et on le seche sous vide. 

On obtient un support d'une capacite de 50-100 ^mole de groupes oxy pour 1 g de support. 


45 Revendications 

1. Precede de preparation d'un d'acide nucieique par synthese sur support solide, caractehse en ce qu'on utilise 
comme support solide un polymere mineral ou organique relie par un radical hydrocarbone divalent k un groupe 
epoxyde ou un groupe du type glycol, ce dernier consistant en deux carbones satures adjacents sur lesquels se 

so trouvent substitues respectivement un groupe OH et un groupe nucieophile. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 caracterise en ce que I'accrochage du premier nucleotide sur le support solide 
se fait dans les mdmes conditions et avec le mime reactif monomere que pour la condensation du deuxieme 
nucleotide avec le premier nucleotide lie au support, qui peuvent etre les conditions et reactif monomere conven- 
es tlonnels utilises lors de la synthese d'acldes hucieiques sur support solide, ledit premier nucleotide correspondant 

au premier nucleotide de la sequence dudit acide nucieique. 


3. 


Procede selon I'une des revendications 1 ou 2 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes de : 
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1) condensation du groupe OH en 5* ou 3' du premier nucleotide ou d'un oligonucleotide relld k son autre 

extr6mit6 3' ou 5' au dit support solide, h I'aide d'un agent de couplage, avec le groupennent phosphate 6ven- 
tuellement substitud respectivement en position 3' ou 5' d'un r^actif monom^re nucieotidique protege en 3' et 
5': 

2) oxydation ou sulfuration du lien internucl6ot!dique du type phosphite obtenu k r6tape 1) en un lien -phos- 
phate ou phosphorothioate respectivement. 

3) d6protection de I'extr6mit6 5'-0 ou 3-0 du produit obtenu k r6tape 2) ; 

4) repetition des etapes 1)^3) autant de fois que de nucleotides k ajouter pour synthetiser I'acide nucieique. 
Procede selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes de : 

1 ) condensation k I'aide d'un agent de couplage dudit groupe OH dudit groupe de type glycol du support solide 
avec un groupe phosphate ou phosphite eventuetlement substitue en position 3' ou 5' d'un reactif monomdre 
nucieotidique protege en 5'-0 et 3'-0; 

2) oxydation ou sulfuration du lien covalent du type phosphite entre le support solide et le premier nucleotide 
obtenu k retape 1) ; 

3) deprotection de Textremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k retape 2) ; 

4) condensation du groupe 5'OH ou 3'OH du produit obtenu k I'etape 3) avec le groupe phosphate, phospho- 
rothioate ou phosphite eventuellement substitue en position 3' ou S' d'un r6actif monomdre nucieotidique 
protege en 5'-0 ou 3'-0 respectivement, k I'aide dudit agent de couplage dans les mimes conditions que la 
condensation de I'etape 1); 

5) oxydation ou sulfuration du lieu internucieotidique du type phosphite phosphite resultant de I'etape prece- 
dente en un lien du type phosphate ou phosphorothioate respectivement ; 

6) deprotection de Textremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k I'etape 5); 

7) repetition des etapes (4), (5). et (6) autant de fois que de nucleotides k ajouter pour obtenir I'acide nucieique 
k preparer. 

Procede selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il comporte une etape finale de decrochage de I'acide nu- 
cieique du support et elimination des groupes protecteurs des bases et, le cas echeant, des positions 2'0 de 
I'acide nucieique. 

Procede selon I'une des revendications 4 ou 5 caracterise en ce qu'il comprend une etape prealable d'ouverture 
d'un dit groupe epoxyde dudit support solide, en milieu anhydre et acide dans les conditions usuelles de depro- 
tection des groupes OH en 5' ou 3' pour donner ledit groupe du type glycol du support solide. 

Composes representee par les formules suivantes : 




ou 
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c — 



(II) , 


o 


dans lesquelles : 

run de R^, R'^ , R"^, R2 et R'2 reprdsente un polymdre mineral ou organique ou un radical hydrocarbon^ subs- 
titu6 par un potymere mineral ou organique, et 

les autres sont identiques ou diffdrents et represented ind^pendamment les uns des autres, H ou un groupe 
inerte tel qu'un groupe alkyl §ventuellement substltu6, notamment par un ou plusieurs halogene(s), 
- Nu repr6sente un groupe nucl^ophlle tel que NH2, Halog^ne, -OAik,-SAIk, -NHAlk, -NHAc, -OAc, -SAc, -N 
(Alk)2, ou Alk et Ac repr^sentent respectivement un groupe alkyle et acyle, 6ventuellement substituS notam- 
ment par un ou plusieurs halog^ne(s). 

8. Composes selon la revendication 7 caractdrisds en ce que Nu reprdsente -N(Alk)2, -NHAc, -OAc, -SAc, un halogd- 
ne ou Alk et Ac reprSsentent respectivement un groupe alkyle et acyle en k C4 dventuellement substitu^ par 
un ou plusieurs halog^ne(s). 

9. Composes selon la revendication 7 ou 8 caract6ris6s en ce que ledit support solide repond k Tune des formules: 


dans lesquelles R^, R2. Nu ont les significations donn^es dans la revendication 7. 
10. Compost selon la revendication 9 caract6ris6 en ce que tedit compos§ repond k Tune des formules : 



(la) 


ou 


OH 



(IlaJ 


Nu 



CH CH2 (OH) 


(lb). 


Ri — CH CH2 (I'b). 
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ou 


5 .. Ri C 0— CH2 CH2 (OH) (lib) 

0 

11. Compost selon Tune des revendications 7^9 caract6rise en ce que (F^ et R2) ou (R'^ et R'2) torment ensemble 
10 un cycle, notamment un h6t6rocycle, sur lequel se trouve substitud le polymdre. 

12. Compos6 selon la revedication 11 caract6ris6 en ce que (R^ et R2) ou (R'^ et R^) torment ensemble un cycle 
ribose et Nu repr^sente la fonction 2'-0 prot6g6 par un groupe protecteur tel que 

IS 

CHy C . 0. 

II 

0 


20 13. Proc^d^ selon Tune des revendications 1 k 6 caractdrisd en ce que ledit support sollde est constitud par un com- 
post selon Tune des revendications 7^10. 

14. Proc6d6 selon i'une des revendications 2 ^ 6 et 13 caracteris^ en ce que ledit rSactit monom^re nucl^otidique 
r6pond k la formule : 

2S 


30 


35 



(III) 


dans laquelle : 

40 - A repr^sente H ou un groupement hydroxyle 6ventuellement prot6g6, 

- B est une base purique ou pyrimidique dont la fonction amine exocyclique est eventuellement prot^g^e, 
C est un groupe protecteur conventlonnel de la fonction 5*-OH, 

- X = 0 ou 1 avec 

45 a) lorsque x = 1 : 

• R3 repr6sente H et R4 repr6sente un atome d'oxygdne charge n6gativement, ou 

• ^Rg est un atome d'oxyg6ne et R4 repr6sente solt un atome d'oxyg6ne, soit un atome d'oxyg6ne porteur 
d'un groupe protecteur, et 

so 

b) lorsque x = 0, Rg est un atome d'oxyg6ne porteur d'un groupe protecteur et R4 est soit un halog6ne, 
solt un groupe amine disubstitud. 

15, Proc6d6 selon la revendication 14 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d' un proc6d6 de synthase aux phosphoramidites 
55 dans lequel le r6actif monom^re r6pond k la formule (III) avec x = 0, R3 est un atome d'oxyg^ne porteur d'un 

groupe protecteur et R4 est un groupe amine disubstitu^. 

16. Proc6de selon Tune des revendications 1 ^ 6 et 13^ 15 caract6ris6 en ce que le polym6re est sous forme de 
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microbilles ou microfibres de verre, notamment poreux, de silice, d'oxydes m^talliques, de cellulose ou de potymdre 
organique, notamment de la cellulose. 

17. Proc^dd selon I'une des revendications 1 ^ 6 et 1 3 ^ 1 6 caract^rlsd en ce que le polym^re est un polymers mineral 
5 constitud notamment h base de verre ou de silice. 


Patentanspruche 

TO 1. Verfahren zur Herstellung einer Nucleinsaure durch Synthese auf einem testen Trager, dadurch gekennzeichnet, 
daG man als festen Trager ein mineralisches oder organisches Polymer venwendet, das uber einen divalenten 
Kohlenwasserstoffrest mit einer Epoxid-Gruppe oder einer Gruppe vom Glycol-Typ verbunden ist, wobei letztere 
aus zwei nebenelnanderliegenden gesattigten Kohlenstoffatomen besteht, die jeweils durch eine OH-Gruppe und 
eine nucleophile Gruppe substituiert sind. 

15 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da3 die Verankerung des ersten Nucleotids an dem festen 
Trager unter den gleichen Bedingungen und mit dem gleichen monomeren Reagens erfolgt wie die Kondensation 
des zweiten Nucleotids mit dem an den Trager gebundenen ersten Nucleotid, bei denen es sich um die ubiichen 
Bedingungen und ein ubiiches monomeres Reagens handein kann, wie sie bel der Synthese von Nucleinsauren 

20 auf einem festen Trager angewendet werden, wobel das genannte erste Nucleotid dem ersten Nucleotid der Se- 
quenz der genannten Nucleinsaure entspricht. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daQ es die folgenden Stufen umfaQt: 

25 1) Kondensation der OH-Gruppe in 5'- oder 3 -Stellung des ersten Nucleotids oder eines Oligonucleotids , das 

an seinem anderen 3' oder 5'-Ende an den genannten festen Trager gebunden ist, mittels eines Kupplungs- 
mittels mit der Phosphatgruppe, die gegebenenfalls jeweils in der 3' oder 5'-SteIlung durch ein in 3'- und 5'- 
Stellung geschutztes monomeres Nucleotid-Reagen substituiert ist; 

2) Oxidation oder Sulfurierung des Internucleotid-Bindeglieds vom Phosphit-Typ, wie es in der Stufe (1) er- 
30 halten wird, zu einem Phosphat- bzw. Phosphorthioat-Bindeglied, 

3) Entfernung der Schutzgruppe aus dem 5'-0- oder 3'-0-Ende des in der Stufe (2) erhaltenen Produkts; und 

4) Wiederholung der Stufen (1 ) bis (3) ebenso oft wie Nucleotide hinzuzufugen sind zur Synthese der Nuclein- 
saure. 

35 4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daG es die folgenden Stufen umfaBt: 

1 ) Kondensation der genannten OH-Gruppe der genannten Gruppe vom Glycol-Typ des festen Tragers mittels 
eines Kupplungsmlttels mit einer Phosphat-Gruppe oder einer Phosphlt-Gruppe, die gegebenenfalls In 3' oder 
5'-Position substituiert ist durch ein in 5'-0- und 3'-0-Stellung geschutztes Nucleotid-Monomer; 
40 2) Oxidation Oder Sulfurierung des kovalenten Bindeglieds vom Phosphit-Typ zwischen dem festen Trager 

und dem in der Stufe (1) erhaltenen ersten Nucleotid; 

3) Entfernung der Schutzgruppe aus dem 5'-0- oder 3'-0-Ende des In der Stufe (2) erhaltenen Produktes; 

4) Kondensation der 5'-0H- oder 3' -OH-Gruppe des In der Stufe (3) erhaltenen Produkts mit der Phosphat-, 
Phosphorthloat- oder Phosphit-Gruppe, die gegebenenfalls in 3'- oder 5'-Steliung substituiert ist, durch ein 

45 jeweils in 5'-0- oder 3'-0-Stellung geschutztes Nucleotid-Monomer-Reagens, mit Hilfe des genannten Kupp- 

lungsmlttels unter den gleichen Bedingungen wie die Kondensation in der Stufe (1); 

5) Oxidation oder Sulfurierung des Internucleotid-Bindeglieds vom Phosphit-Typ, das in der vorhergehenden 
Stufe erhalten wird, zu einem Bindeglied vom Phosphat- oder Phosphorothioat-Typ; 

6) Entfernung der Schutzgruppe aus dem 5'-0- oder 3'-0-Ende des in der Stufe (5) erhaltenen Produkts; und 
so 7) Wiederholung der Stufen (4), (5) und (6), ebenso oft wie Nucleotide hinzuzufugen sind, bis die herzustel- 

lende Nucleinsaure erhalten wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Endstufe der Ablosung der Nucleinsaure von 
dem Trager und der Eliminierung der Schutzgruppen aus den Basen und gegebenenfalls aus den 2'-0-Positionen 

55 der Nucleinsaure umfaBt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, da3 es eine Vorstufe zur Offnung einer 
genannten Epoxid-Gruppe an dem genannten festen Trager in einem wasserfreien und sauren Medium unter den 
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ubiichen Bedingungen zur Entfemung der Schutzgruppen aus den OH-Gruppen in 5'- oder 3'-Stellung zur BikJung 
der genannten Gmppe vom Glycol-Typ des fasten Tragers umfaSt. 

7. Verbindungen, dargestellt durch die folgenden Formein: 

5 

Nu OH 
1 / \ " 


15 


20 OU 


25 



30 worin bedeuten: 

- einer der Reste R^, R',, F\\, R2 und R'2 ein mineralisches oder organisches Polymer oder einen Kohlenwas- 
serstoff rest, der durch ein mineralisches oder organisches Polymer substituiert ist, und 

die Obrigen Reste, die identisch oder verschieden sind, unabhangig voneinander jeweils H oder eine inerte 
35 Gruppe, Z.B. eine Alkylgruppe, die gegebenenfalls insbesondere durch ein oder mehrere Halogenatome sub- 

stituiert ist, und 

- Nu eine nucleophile Gruppe wie NHg, Halogen, -OAlk, -SAlk, -NH Alk, -NHAc, -OAc, -SAc, -N(Alk)2, worin Alk 
und Ac jeweils fur eine AlkyI- und Acyl-Gruppe stehen, die gegebenenfalls insbesondere durch ein oder meh- 
rere Halogenatome substituiert sind. 

40 

8. Verbindungen nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft Nu -N(Alk)2, -NHAc, -OAc, -SAc oder ein Halogen- 
atom bedeutet, worin Alk und Ac jeweils fur eine Ci-C4-Alkyl- und eine Ci-C4-Acyl-Gruppe stehen, die gegebe- 
nenfalls durch ein oder mehrere Halogenatome substituiert sind. 

45 9, Verbindungen nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte f este Trager einer der Formein 
entspricht: 


50 


R, 


OH 
/ 
•CH 
\ 

R 


2 
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OH 

CH^ (iia) 

R. 


R, c— 0 


worin R^, R2 und Nu die in Anspruch 7 angegebenen Bedeutungen haben. 
10. Verbindung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dal3 sie einer der Formein entspricht: 

Nu 

^CH CH2(0H) (lb). 


Ri — CH CHi (I'b). 


Oder 


..Ri C 0— CH2 CH2{0H) (lib) 

0 

11. Verbindung nach einem der Anspruche 7 bis 9, dadurch gel^ennzeichnet, daB (R^ und Rj) oder (R'^ und R'g) 
gemeinsam einen Ring, insbesondere einen IHeterocyclus bilden, an den das Polymer substituiert ist. 

12. Verbindung nach Anspruch 11, dadurch geltennzeichnet, dal) (R, und F^) oder (R'^ und R2) gemeinsam einen 
Ribose-Zyidus bilden und Nu die 2'-0-Funlction darstellt, die durch eine Schutzgmppe wie 


CH3-C-O 
U 
0 

geschutzt ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte teste Trager au$ einer 
Verbindung nach einem der Anspruche 7 bis 10 besteht. 

14, Verfahren nach einem der AnsprOche 2 bis 6 und 13, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte Nucleotid- 
Monomer-Reagens der Forme! entspricht: 
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10 


IS 


20 



(III) 


worin bedeuten: 

A H Oder eine gegebenenfalls geschutzte Hydroxylgruppe, 

B eine Purin- oder Pyrimidin-Base, deren exocyclische Amin-Funktion gegebenenfalls geschOtzt ist, 
C eine konventionelle Schutzgruppe fur die 5'-OH-Funktion, 
X = 0 Oder 1 , wobei 

a) dann, wenn x = 1 


• R3 fur H und R4 fur ein negativ geladenes Sauerstoffatom stehen oder 

• R3 fur ein Sauerstoffatom und R4 fur ein Sauerstoffatom oder ein Sauerstoffatom, das eine Schutz- 
25 gruppe tragt, stehen, und 

b) dann, wenn x = 0, 

R3 fur ein Sauerstoffatom steht, das eine Schutzgruppe tragt, und 1^ fur ein Halogenatom oder eine dlsubsti- 
30 tulerte Amingruppe steht. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es sich dabei handelt urn ein Verfahren zur Synthese 
mit Phosphoramiditen, bei dem das monomere Reagens der Formel (III) entspricht, worin x = 0, R3 fur ein Sauer- 
stoffatom steht, das eine Schutzgruppe tragt, und R4 fur eine disubstituierte Amingruppe steht. 

35 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6 und 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da3 das Polymer in Form 
von Mikrokugein oder Mikrofasern aus Glas, insbesondere porosem Glas, Siliciumdioxid, Metalloxiden. Cellulose 
Oder einem organischen Polymer, insbesondere aus Cellulose, vorllegt. 

40 17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6 und 13 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB das Polymer ein mlne- 
ralisches Polymer ist, das insbesondere aus Glas oder Siliciumdioxid besteht. 


Claims 

45 

1. Process for the preparation of a nucleic acid by synthesis on a solid support, characterized in that an inorganic or 
organic polymer is used as solid support, which polymer is connected via a divalent hydrocarbon radical to an 
epoxide group or a group of the glycol type, the latter group consisting of two adjacent saturated carbons on which 
an OH group and a nucleophillc group are respectively substituted. 

so 

2. Process according to Claim 1 , characterized in that the first nucleotide is attached to the solid support under the 
same conditions and with the same monomer reagent as for the condensation of the second nucleotide with the 
first nucleotide bonded to the support, which may be the conventional conditions and monomer reagent used 
during the synthesis of nucleic acids on a solid support, the said first nucleotide corresponding to the first nucleotide 

ss in the sequence of the said nucleic acid. 

3. Process according to either of Claims 1 and 2. characterized in that it comprises the following steps of: 
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1) condensation of the 5* or 3' OH group of the first nucleotide or of an oligonucleotide connected at Its other 
3* or 5' end to the said solid support, using a coupling agent, with the phosphate group optionally substituted 
in the 3' or 5' position respectively of a monomer nucleotide reagent protected in the 3' and 5' positions; 

2) oxidation or sulphurization of the Internucleotide bond of the phosphite type obtained in step 1) to a phos- 
phate or phosphorothioate bond respectively 

3) deprotection of the 5'-0 or 3'-0 end of the product obtained in step 2); 

4) repetition of steps 1) to 3) as many times as there are nucleotides to be added In order to synthesize the 
nucleic acid. 

Process according to either of Claims 1 and 2. characterized in that it comprises the following steps of: 

1) condensation, using a coupling agent, of the said OH group of the said group of glycol type of the solid 
support with a phosphate or phosphite group optionally substituted in the 3' or 5' position of a monomer nu- 
cleotide reagent protected in the 5'-0 and 3-0 positions; 

2) oxidation or sulphurization of the covalent bond of the phosphite type between the solid support and the 
first nucleotide obtained in step 1); 

3) deprotection of the 5*-0 or 3'-0 end of the product obtained In step 2); 

4) condensation of the 5'OH or 3'OH group of the product obtained in step 3) with the phosphate, phospho- 
rothioate or phosphite group optionally substituted in the 3' or 5' position of a monomer nucleotide reagent 
protected in the 5'-0 or 3'-0 position respectively, using the said coupling agent, under the same conditions 
as the condensation in step 1 ); 

5) oxidation or sulphurization of the internucleotide bond of the phosphite type resulting from the above step 

into a grouping of the phosphate or phosphorothioate type respectively; 

6) deprotection of the 5'-0 or 3'-0 end of the product obtained in step 5); 

7) repetition of steps (4), (5) and (6) as many times as there are nucleotides to be added In order to obtain the 
nucleic acid to be prepared. 

Process according to Claim 4, characterized in that it includes a final step of detachment of the nucleic acid from 
the support and removal of the protecting gpups from the bases and, where appropriate, from the 2'-0 positions 
of the nucleic acids. 

Process according to either of Claims 4 and 5, characterized in that it comprises a prior step of opening of one 
said epoxide group of the said solid support, in an anhydrous acidic medium, under the usual conditions for the 
deprotection of the 5' or 3' OH groups in order to give the said group of the glycol type of the solid support. 

Compounds represented by the following formulae: 



ou 
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in which: 


- one of , R'^ , R\ , R2 and R'g represents an inorganic or organic polymer or a hydrocarbon radical substituted 
with an inorganic or organic polymer, and 

the others are Identical or different and represent, independently of each other, H or an inert group such as 
an alkyi group which is optionally substituted, In particular with one or more halogen(s), 

- Nu represents a nucleophilic group such as NH2, Halogen -OAlk, -SAlk, -NHAlk, -NHAc, -OAc, -SAc or -N 
(Alk)2. where Alk and Ac respectively represent an alkyI and acyl group, which is optionally substituted, in 
particular with one or more halogen(s). 

8. Compounds according to Claim 7, characterized in that Nu represents -N(Alk)2, -NHAc. -OAc, -SAc or a halogen, 
where Alk and Ac respectively represent a C<| to C4 alkyt and acyl group optionally substituted with one or more 
halogen(s). 

9. Compounds according to Claim 7 or 8, characterized in that the sakJ solid support corresponds to one of the 
formulae: 


-u OH 

>H CH (la) 


or 


I 2 

R, C— 0 


OH 

CH, CH (Ila) 


in which R^, and Nu have the meanings given in Claim 7. 
10. Compound according to Claim 9, characterized in that the said compound corresponds to one of the fonnnulae: 

Nu 

^CH CH2(0H) (lb). 

Rl 


K.—CH- CH2 d'b). 
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or 


R, — c 0— CH2 CHzCOH) (lib) 

II 
0 


11. Compound according to one of Claims 7 to 9, characterized in that (R^ and Rg) or {R\ and Ry together form a 
10 ring, in particular a heterocycle, on which the polymer is found substituted. 

12. Compound according to Claim 11, characterized in that (R^ and Rg) or (R'^ and R'g) together form a ribose ring 
and Nu represents the 2'-0 function protected a protecting group such as with 

IS 

CH3- C - 0. 
II 
0 


20 13. Process according to one of Claims 1 to 6. characterized in that the said solid support consists of a compound 
according to one of Claims 7 to 10. 

14. Process according to one of Claims 2 to 6 and 13. characterized in that the said nucleotide monomer reagent 
corresponds to the formula: 

25 


30 


35 



(HI) 


In which: 

40 - A represents H or an optionally protected hydroxy! group, 

B is a purine or pyrimidine base whose exocycllc amine function is optionally protected, 
• CIs a conventional protecting group for the 5'-OH function, 
- X = 0 or 1 , with 

45 a)whenx=1: 

R3 represents H and R4 represents a negatively charged oxygen atom, or 

R3 is an oxygen atom and R4 represents either an oxygen atom or an oxygen atom bearing a protecting 

group, and 

50 

b) when x = 0, R3 is an oxygen atom bearing a protecting group and R4 is either a halogen or a disubstituted 
amine group. 

15. Process according to Claim 14, characterized in that it is a phosphoramidite synthesis process in which the mon- 
55 omer reagent corresponds to the formula (III) with x = 0, R3 is an oxygen atom bearing a protecting group and R4 

is a disubstituted amine group. 

16. Process according to one of Claims 1 to 6 and 1 3 to 15, characterized in that the polymer is in the form of glass 
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microbeacis or mlcrofibres, in particular porous ones, silica, metal oxides, cellulose or organic polymer, in particular 
cellulose. 

17. Process according to one ot Claims 1 to 6 and 13 to 16, characterized in that the polymer is an inorganic polymer 
made, in particular, of a glass or silica base. 


